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РЕЗЮМЕ
Цель. Изучить влияние модуляторов метилирования ДНК на продукцию провоспалительных 
цитокинов фибробластоподобными синовиальными клетками (ФСК).
Материалы и методы. Использовались клетки, полученные из синовиальной ткани шести больных 
активным ревматоидным артритом (РА) после 3–7 пассажей культивирования in vitro. 
Результаты. Установлено, что культуры ФСК больных РА при стимуляции IL-1β увеличивают 
продукцию остеопротегерина (ОПГ). Внесение в культуры метилирующих соединений – S-адено-
зилметионина (SAMе) и генистеина – приводило к статистически значимому снижению продукции 
ОПГ, а добавление деметилирующего агента гидралазина не меняло синтез цитокина. Все три 
используемых модулятора метилирования ДНК в разных концентрациях статистически значимо 
снижали количество спонтанно мигрировавших и инвазивных ФСК в камере Бойдена.
Заключение. Ферменты и молекулярные комплексы, участвующие в процессах метилирования ДНК, 
являются потенциальными терапевтическими мишенями, а культура ФСК больных РА in vitro может 
быть моделью для доклинического скрининга новых лекарственных соединений.
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Фибробластоподобные синовиальные клетки 
(ФСК) являются доминирующей популяцией кле-
ток в гиперплазированном синовии больных рев-
матоидным артритом (РА) и в месте инвазии си-
новиальной оболочки (СО) в хрящевую и костную 
ткань. ФСК представляют собой уникальный тип 
клеток, который отличает РА от других воспа-
лительных заболеваний суставов и СО здоровых 
людей [1], и характеризуются относительной ав-
тономностью функционирования и способностью 
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к инвазивному росту, сохраняющемуся после 
ряда пассажей в культуре in vitro [2], и мигра-
ции в различные, в том числе интактные суставы, 
лежащей в основе полиартикулярного пораже-
ния при РА [3].
Активированные цитокинами ФСК являются 
главным источником провоспалительных медиа-
торов, металлопротеиназ, других биологически 
активных веществ, принимая участие в деструк-
ции хрящевой и костной ткани, миграции и про-
лиферации в СО антигенпрезентирующих клеток, 
субпопуляций Т- и В-лимфоцитов, нейтрофилов, 
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NK-клеток, ангиогенезе [4]. Резорбция кости 
осуществляется в субсистеме клеточных лиганд – 
активатор NFkB (RANK), ýкспрессирующийся 
остеокластами [5], а роль лиганда – RANKL [6]. 
Антагонистом субсистемы RANK – RANKL яв-
ляется растворимый рецептор остеопротегерин 
(ОПГ) [7]. ОПГ представляет собой гликопроте-
ин, относящийся к семейству факторов некроза 
опухоли, и выполняет роль «ловушки» рецепто-
ров, ингибируя связывание RANK и RANKL, тем 
самым угнетая мобилизацию, пролиферацию и 
активацию остеокластов. Полагают, что харак-
тер ремоделирования костной ткани (анаболизм 
и катаболизм) во многом определяется балансом 
между продукцией RANKL и ОПГ [8–11]. 
Использование ФСК вне организма, в усло-
виях культивирования in vitro, – продолжение 
метода биопсии, который существенно расши-
ряет возможности изучения патогенеза РА [4] и 
является моделью для доклинического скрининга 
новых лекарственных средств [12].
Показано, что ФСК больных РА характери-
зуются стабильным, возникающим in vivo и со-
храняющимся после неоднократных пассажей 
in vitro фенотипом, обусловленным глобальным 
гипометилированием ДНК, сопоставимым по вы-
раженности с гипометилированием ДНК в опу-
холевых клетках [13]. Известны ряд соединений 
растительного и синтетического происхождения, 
которые in vitro способны изменять глобаль-
ное метилирование ДНК. К их числу относятся 
донаторы метильной группы S-аденозилметионин 
(SAMе) [14] и изофлавоноид сои генистеин [15, 
16], деметилирующий агент гидралазин [17].
Цель исследования – оценить влияние мети-
лирующих (S-аденозилметионина, генистеина) 
и гипометилирующих (гидралазина) агентов на 
продукцию остеопротегерина фибробастоподоб-
ными синовиальными клетками больных РА in vi-
tro, их миграцию и инвазию.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Ревматоидные ФСК выделялись из синови-
альной ткани, полученной во время операции 
ýндопротезирования коленного сустава от де-
вяти больных активным РА, материалы были 
предоставлены сотрудниками ФГБУ «ННИИТО 
им. Я.Л. Цивьяна» Минздрава России.
Поскольку для исследования использовались 
анонимные ткани, предназначенные для утилиза-
ции, одобрения ýтического комитета и предостав-
ление информированного согласия не требовалось. 
Последовательные ýтапы культивирования 
описаны нами ранее [4], здесь мы ограничимся 
лишь основными сведениями. Ткань, получен-
ную из синовиальной оболочки коленного су-
става больных РА во время операции, помещали 
в контейнер при температуре 4 ºС. Çатем ткань 
промывали холодным фосфатным буфером и по-
мещали в 150-миллиметровую чашку Петри для 
удаления нежелательных тканей (жир и др.). 
Перемещали ткань в чистую 150-миллиметро-
вую чашку Петри и нарезали кусочками, образ-
цы ткани переносили в колбу, содержащей 1%-й 
раствор трипсина и фосфатного буфера. Инку-
бировали при 37 ºС в течение 30 мин, после ин-
кубации удаляли супернатант. К оставшейся в 
колбе ткани добавляли раствор коллагеназы Р 
(Sigma-Aldrich, США) со средой DMEM (Биолот), 
содержащей фетальную бычью сыворотку FBS 
(Hyclone), и продолжали инкубацию в течении 2 ч 
при 37 ºС и 5% СО
2
. Пипетировали смесь через 
клеточный фильтр в пробирку объемом 50 мл, 
клеточную взвесь центрифугировали при 250 g 
10 мин. Çатем удаляли супернатант, взвесь кле-
ток размешивали, промывали добавлением 15 мл 
DMEM и вновь центрифугировали. Количе-
ство жизнеспособных клеток подсчитывали с 
помощью трипанового синего. Взвесь ресус- 
пендировали в среднем 1 × 106 клеток в 15 мл 
DMEM, клетки вносили в Т-75 флакон, содержа-
щий 5 мл DMEM, 10% FBS (Hyclone), 100 ед/мл 
пенициллина, 100 мг/мл стрептомицина, 50 мг/мл 
гентамицина, 2 ммоль L-глутамина и 2,5 мкг/мл 
амфотерицина В, инкубировали флакон при тем-
пературе 37 ºС и 5% СО
2
. 
Для исследования применялись ФСК, куль-
тивированные между 3–7 пассажами. Клетки в 
концентрации 5 × 105 кл/мл культивировали 48 ч 
в 24-луночных планшетах. ФСК стимулировали 
IL-1β 10 нг/мл (R&D Systems) в течение 1 ч при 
температуре 37 ºС и 5% СО
2
, затем к культурам 
добавляли один из модуляторов метилирования 
ДНК: SAMe (Abbot, США) в концентрации 25, 50, 
100 мкг/мл, генистеин (LC Laboratories, США) 
в концентрации 5, 10, 20 мкг/мл или гидрала-
зин (Sigma-Aldrich, США) в концентрации 5, 
10, 20 мкмоль/мл. После 48 ч инкубации опре-
деляли уровень остеопротегерина в суперна-
тантах клеточных культур с помощью набо-
ра Osteoprotegerin Human ELISA Kit (Abcam), 
согласно инструкции фирмы производителя.
Для исследования клеточной миграции и ин-
вазии ФСК использовали модифицированные 
камеры Бойдена, состоящие из двух отсеков, 
разделенных 8-микрометровой пористой мембра-
ной (Transwell 96, фирма Trevigen, Gaithersburg, 
США). Основные ýтапы оценки миграции ФСК 
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следующие. Çа 24 ч до начала ýксперимента ФСК 
3–7 пассажей находились в бессывороточной пи-
тательной среде DMEM. После «сывороточного 
голодания» клетки трипсинизировали, считали 
и вновь ресуспендировали до 1 × 106 кл/мл. В 
каждую лунку верхней камеры добавляли 5 × 
104 клеток (50 мкл клеточной взвеси), в нижние 
камеры, в качестве хемоаттрактанта, вносили 
150 мкл питательной среды с 10% FBS и моду-
ляторы метилирования ДНК: SAМе (Abbot) 25, 
100 мкг/мл; генистеин (LC Laboratories) 5, 
20 мкг/мл или гидралазин (Sigma-Aldrich) 5, 
20 мкмоль/мл. Планшет инкубировали при 37 °C и 
5% CO
2
 в течение 48 ч, затем ФСК верхней и ниж-
ней камеры аспирировали и промывали промы-
вочным фосфатным буфером. К нижней камере 
добавляли Сell Dissociation/ Calcein-AM (способ-
ствует флуоресценции клеток за счет образова-
ния свободного кальцеина) и инкубировали при 
37 ºС и 5% CO
2
 в течение 1 ч. Оценку уровня 
миграции проводили на флуоресцентном ридере 
(Multiskan Ascent, Thermo Electron). Количество 
мигрировавших клеток выражалось в процентах 
от общего числа клеток, вносимых в верхний от-
сек камеры Бойдена.  
Для оценки уровня инвазии разделительную 
пористую мембрану предварительно покрыва-
ли раствором коллагена I, который вносили в 
верхний отсек камеры и инкубировали планшет 
в течение 8 ч при 37 ºС и 5% CO
2
. Дальнейшие 
манипуляции проводили аналогично ýтапам при 
оценке миграции ФСК. Количество инвазивных 
клеток также выражалось в процентах от общего 
числа клеток, вносимых в верхний отсек камеры 
Бойдена.  
Статистический анализ. Большинство изучае-
мых параметров имело ненормальное распреде-
ление. Тем не менее мы использовали среднее и 
ошибку среднего для описательной статистики и 
парный t-тест для оценки различий между груп-
пами, так как ýти методы являются робастными к 
отклонениям от нормальности, и их применение 
предпочтительно даже в случае ненормального 
распределения [18].
РЕЗУЛЬТАТЫ 
На рисунке представлены данные о влиянии 
модуляторов метилирования ДНК в разных кон-
центрациях на IL-1β стимулированную продук-
цию остеопротегерина фибробластоподобными 
синовиальными клетками. Видно, что внесение 
в культуры ФСК IL-1β увеличивает продукцию 
ОПГ более чем в 1,5 раза.  Добавление в куль-
туры донатора метильных групп SAMe в дозах 
25 и 100 мкг/мл статистически значимо снижало 
стимулированный синтез ОПГ. Сходным ýффек-
том обладал другой донатор метильных групп 
генистеин в дозах 5 и 20 мкг/мл. Добавление к 
клеткам различных доз деметилирующего аген-
та гидралазина не изменяло уровень ОПГ в су-
пернатантах культур ФСК.
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Рисунок. Влияние модуляторов метилирования ДНК 
в разных концентрациях на IL-1β стимулированную 
продукцию остеопротегерина фибробластоподобны-
ми синовиальными клетками больных ревматоидным 
артритом, пг/мл 
* p < 0,05 между спонтанной и IL-1β стимулирован-
ной продукцией ОПГ; * p < 0,05 между IL-1β стиму-
лированной продукцией и продукцией после добавле-
ния модуляторов
Figure. The effect of DNA methylation modulators in 
different concentrations on IL-1β stimulated production 
of osteoprotegerin by fibroblast-like synovial cells of pa-
tients with rheumatoid arthritis, pg/ml 
*† p < 0.05 between spontaneous and IL-1β stimulated 
production of OPG; * p < 0.05 between IL-1β stimulated 

























































































































В таблице представлены данные о влиянии мо-
дуляторов метилирования ДНК на способность 
ФСК к миграции и инвазии в камере Бойдена.
Установлено, что миграционной способностью 
обладали в среднем 45% ФСК, внесенных в каме-
ры Бойдена для культур клеток, способностью к 







Видно, что SAMе, гидралазин, генистеин ста-
тистически значимо уменьшали показатель инва-
зии, в среднем на 55%, а показатель миграции – 
на 15%. Дозозависимого ýффекта не отмечено.
Таким образом, культуры ФСК больных РА 
3–7 пассажей при стимуляции IL-1β увеличива-
ют продукцию ОПГ. Внесение в культуры мети-
лирующих соединений – SAMе и генистеина – 
приводило к статистически значимому снижению 
продукции ОПГ, а добавление деметилирующего 
агента гидралазина не меняло синтез цитокина. 
Все три используемых модулятора метилирова-
ния ДНК в разных концентрациях статистически 
значимо снижали процент спонтанно мигриро-
вавших и инвазивных ФСК в камере Бойдена.
ОБСУЖДЕНИЕ
При РА фибробластоподобные синовиальные 
клетки активно пролиферируют, образуя агрес-
сивную грануляционную ткань – паннус, которая 
в процессе роста разрушает кость, хрящ, связки, 
что приводит к деструкции и деформации суста-
ва. Важно отметить, что паннус, сохраняющий-
ся у больных в течение всего времени болезни, 
формируется после «иммунной» фазы развития 
РА, продолжающейся около года [4]. В разру-
шении внеклеточного матрикса хряща участвуют 
различные ферменты, секретируемые в первую 
очередь ФСК паннуса: коллагеназы, желатиназы, 
аггреканазы, стромелизин; сериновые протеазы 
(трипсин, химотрипсин), катепсины, металлопро-
теиназы (MMP) [19].
Помимо деструкции хряща происходит раз-
рушение костной ткани с участием остеокла-
стов, которые накапливаются в субхондраль-
ном костном мозге и в зоне контакта паннуса 
и кости [20–22]. Резорбция кости осуществля-
ется путем взаимодействия рецептора активато-
ра NFkB (RANK) на мембране остеокластов [5], 
с лигандом RANKL [6], который относится к се-
мейству факторов некроза опухоли и представ-
лен на поверхности остеобластов, стромальных 
клеток костного мозга, ФСК. Он также секре-
тируется активированными Т-клетками при сти-
муляции провоспалительными цитокинами (TNF, 
IL-1, IL-17) [1, 3]. Антагонистом субсистемы 
RANK – RANKL является растворимый рецептор – 
остеопротегерин [23] – гликопротеин, относя-
щийся к семейству фактора некроза опухоли [7]. 
Он ингибирует связывание RANK и RANKL, тем 
самым угнетая мобилизацию, пролиферацию и ак-
тивацию остеокластов. У взрослых людей остео- 
протегерин выделяется остеобластами после их 
активации [24], также обнаруживается в ýндо-
телиальных клетках и макрофагах синовиальной 
ткани и субсиновиальном слое [8, 25].
Показано, что провоспалительные цитокины 
IL-1β, IL-6 совместно с растворимыми рецепто-
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T a b l e
Влияние модуляторов метилирования ДНК на миграцию и инвазию фибробластоподобных синовиальных клеток больных 
РА in vitro, M ± m




Миграция, n = 9
Migration, n = 9
p
Инвазия, n = 9








25 39,15 ± 1,84 <0,001 21,03 ± 4,2 <0,001





5 38,88 ± 1,78 <0,001 21,7 ± 3,67 <0,001





5 37,58 ± 1,6 <0,001 16,88 ± 8,01 <0,001
20 38,36 ± 1,7 <0,001 21,94 ± 6,42 <0,001
Примечание .  Представлен средний процент (ошибка средней) клеток, осуществивших миграцию/инвазию. Абсолютное 
значение величины, принятой за 100% – 5 × 104 (количество клеток, внесенных в лунку). 
Note .  The average percentage (average error) of the cells that carried out the migration/invasion are presented.  The absolute value 
of the value taken as 100% is 5 × 104 (the number of cells introduced into the well).
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рами sIL-6R, IL-17 и TNFа стимулируют продук-
цию остеопротегерина ФСК больных RA до уров-
ня 520 нг/мл, достаточного для ингибирования 
остеокластогенеза in vitro [26]. Эти провоспа-
лительные цитокины повышают продукцию ОПГ 
прямо или косвенно путем стимуляции синтеза 
простагландина E2 (PGE2) [26]. В противополож-
ность действию указанных цитокинов основной 
фактор роста фибробластов bFGF ингибирует 
продукцию ОПГ ФСК за счет подавления пря-
мого стимулирующего действия провоспалитель-
ных цитокинов [26]. Результаты наших исследо-
ваний подтверждают данные литературы о том, 
что провоспалительный цитокин IL-1β усиливает 
синтез ОПГ ФСК. Помимо ýтого, нами показано, 
что в сложной цепи регуляции продукции ОПГ 
ФСК важная роль принадлежит процессам мети-
лирования и деметилирования ДНК, в частности, 
донаторы метильных групп способствуют сниже-
нию синтеза ОПГ ФСК in vitro. 
Уместно заметить, что, по данным M. Skoumal 
и соавт., содержание ОПГ значительно сниже-
но в синовиальной жидкости больных РА, в ре-
зультате чего увеличивается содержание RANKL 
[11]. По мнению авторов исследования, уменьше-
ние концентрации ОПГ в синовиальной жидко-
сти отражает низкий защитный ýффект ОПГ на 
кость, что способствует более раннему и более 
выраженному разрушению кости у больных РА. 
Таким образом, регуляция продукции ОПГ раз-
личными клетками, в том числе ФСК, происходит 
с участием большого числа стимулирующих и ин-
гибирующих факторов, механизмы координации 
действия которых нам еще предстоит уточнить. 
Несомненно, что среди ýтих факторов важная 
роль принадлежит регуляторам процесса мети-
лирования ДНК.
ФСК способны к миграции в различные, в том 
числе интактные суставы, лежащей в основе по-
лиартикулярного поражения при РА [3]. Кроме 
ýтого, синовиальные фибробласты больных РА 
характеризуются инвазивным ростом, сохра-
няющимся после ряда пассажей в культуре [2]. 
Предполагается, что в основе формирования ста-
бильно активированного деструктивного, апоптоз- 
устойчивого фенотипа ФСК при РА, способного 
к миграции и инвазии, лежат ýпигенетические 
изменения, включая изменения в метилирова-
нии ДНК [27]. Эпигенетические нарушения ФСК 
больных РА влекут за собой внутриклеточные 
метаболические изменения, касающиеся содер-
жания глюкозы, липидов, кислорода, ферментов, 
цитокинов и др. [28], обеспечивая высокий про-
воспалительный потенциал клеток [13].
Анализ миграции и инвазии различных типов 
клеток in vitro первоначально осуществлялся в 
предложенных Бойденом камерах, состоящих из 
двух отсеков [29]. В последующем были разработа-
ны улучшенные и упрощенные одноразовые вариан-
ты оригинальных камер, однако основной принцип 
метода сохранен во всех модификациях, описанных 
в подробном обзоре N. Kramer и соавт. [29]. 
Обязательным является наличие двух отсеков 
камеры, содержащих питательную среду и раз-
деленных пористой мембраной, через которую 
клетки перемещаются. Миграция определяется 
как направленное перемещение клеток на суб-
страте, таких как базальные мембраны, волокна 
внеклеточного матрикса или пластиковая по-
верхность планшета [29]. При ýтом разные типы 
клеток могут использовать различные варианты 
моторики, которые обязательно включают проч-
ную фокальную фиксацию к внеклеточному ма-
триксу, цитоскелетное сокращение и удлинение 
веретеноподобных клеточных тел.
Инвазия определяется как движение клеток 
с помощью 3D-матрицы, которое сопровождает-
ся реструктуризацией 3D-среды. Для того чтобы 
путешествовать через матрицу, клетка должна 
изменить свою форму и взаимодействовать с вне-
клеточным матриксом, который, с одной сторо-
ны, дает возможность клеткам прикрепиться к 
субстрату, с другой стороны, представляет собой 
барьер для движущихся клеток. Процесс инвазии 
многокомпонентен. Он включает в себя адгезию, 
протеолиз внеклеточных компонентов матрикса 
и собственно миграцию [12, 29]. Основным отли-
чием анализа миграции от анализа инвазии в ка-
мере Бойдена является то, что пористую мембра-
ну между верхней и нижней камерой покрывают 
тонким слоем внеклеточного матрикса, перед тем 
как клеточную взвесь добавляют в верхнюю ка-
меру. Внеклеточный матрикс может быть разным, 
в наших ýкспериментах использовалась водорас-
творимая пленка коллагена I. Внеклеточный ма-
трикс закупоривает поры мембраны, блокируя 
тем самым миграцию неинвазивных клеток.
Следует отметить, что современные способы 
стандартизации и автоматизации методов мигра-
ции и инвазии различных клеток, в том числе опу-
холевых, позволили использовать их для ýффек-
тивного доклинического скоростного скрининга 
большого числа потенциальных лекарственных 
средств, имеющих разные мишени [12]. Ограни-
чением метода является отсутствие соответствия 
между результатами доклинических и клинических 
исследований. Показано, например, что металло-
протеиназы способствуют инвазии опухолевых 
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клеток через окружающие ткани in vitro, а при-
менение ингибиторов металлопротеиназ у боль-
ных не снижает риска метастазирования [12].
В исследовании M.A. Shelef и соавт. установ-
лено, что ингибиторы фокальной адгезионной 
киназы (FAK) уменьшают миграцию и инвазию 
ФСК in vitro, но не снижают тяжесть ýкспери-
ментального артрита у мышей [30]. Эти данные 
свидетельствуют о том, что в многокомпонент-
ной цепи механизмов миграции и инвазии клеток 
одно ýффективное селективное вмешательство 
в ýти процессы in vitro не гарантирует разви-
тия клинического ýффекта. 
В наших исследованиях показано, что модуля-
ция глобального метилирования и деметилирова-
ния ДНК в ФСК больных РА с помощью извест-
ных фармакологических соединений приводит к 
одинаковому результату: снижению миграции и 
инвазии в случае применения донаторов метиль-
ных групп и деметиляторов. Это можно объяснить 
сложностью ýтапов миграции и инвазии, каждый 
из которых контролируется различными факто-
рами, включая гипометилирование и гипермети-
лирование промоторных участков генов ДНК, от-
ветственных за ýкспрессию белков, участвующих 
в миграции и инвазии. Следует также помнить, 
что регуляцию ýкспрессии генов в промоторных 
участках ДНК ФСК осуществляют   не только 
механизмы метилирования ДНК, но и ацетили-
рования гистонов, малые некодирующие РНК и 
другие факторы ýпигенома [27]. Пока неясно, 
как координируются процессы нарушения мети-
лирования ДНК, ацетилирования гистонов, ак-
тивности малых РНК, обеспечивая стабильность 
фенотипа ФСК, их провоспалительный потенци-
ал, хотя ýпигенетические изменения уже могут 
объяснить некоторые ключевые особенности из-
мененного фенотипа ФСК при РА. Важно то, что 
большинство приобретенных ýпигенетических 
нарушений – обратимые процессы, регулируемые 
специфическими ферментами и кофакторами, 
которые позволяют клеткам изменять ýкспрес-
сию генов в ответ на различные раздражители. И 
ýто значит, что ферменты и молекулярные ком-
плексы, участвующие в ýтих процессах, являются 
потенциальными терапевтическими мишенями, а 
культура ФСК больных РА in vitro – адекватная 
модель для доклинического скрининга новых 
лекарственных соединений.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате исследования показано, что 
культуры ФСК больных РА при стимуляции IL-1β 
увеличивают продукцию остеопротегерина. Вне-
сение в культуры метилирующих соединений – 
SAMе и генистеина – приводило к статистиче-
ски значимому снижению продукции ОПГ, а до-
бавление деметилирующего агента гидралазина 
не меняло синтез цитокина. Все три используе-
мых модулятора метилирования ДНК в разных 
концентрациях статистически значимо снижали 
количество спонтанно мигрировавших и инва-
зивных ФСК в камере Бойдена. Таким образом, 
ферменты и молекулярные комплексы, участвую-
щие в процессах метилирования ДНК, являются 
потенциальными терапевтическими мишенями, а 
культура ФСК больных РА in vitro может быть 
моделью для доклинического скрининга новых 
лекарственных соединений.
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